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0 Faseroptlsche Sensoranordnung zur Bestlmmung eines Analyts, insbesondere von Glucosa 



0 Die Erfindung hat eine faseroptische Sensoran- 
ordnung zur Bestlmmung eines Analyts, insbesonde- 
re von Glucose, zum Gegenstand. Auf einer lichtlei- 
tenden Bnzelfaser ist ein miniaturlsierter Glucose- 
sensor angebracht, wobei am vorderen Ende der 
Einzeifaser eine Silikongummischicht mit darin gel8- 



stem Fluoreszenzindikator und einem Oberzug aus 
einem lichtabsorbierenden Stoff vorgesehen ist Hier- 
auf ist ein Enzym immobilisiert und mit einer Schutz- 
membran versehen, die durch einfaches Tauchen in 
eine LBsung aufgebracht werden kann. 
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FASEROPTISCHE SENSORANORDNUNG ZUR BESTIMMUNQ EINES ANALYTS, INSBESONDERE VON GLU- 
COSE 



Die Erfindung bezieht sich auf eine faseropti- 
sche Sensoranordnung zur Bestimmung eines Ana- 
lyts, insbesondere von Glucose, umfassend eine 
Lichtleiteranordnung mit stirnseitig angeordnetem 
Sensor. 

Zur kontinuieriichen Glucosebestimmung sind 
faseroptische Sensoranordnungen bekannt gewor- 
den, die ein LichtfaserbUndel mit einem flachem 
Sensoraufbau auf dessen Stirnseite umfassen. Der 
flache Sensoraufbau wirkt sich bei Messungen in 
einer Durchfluflmeflkammer in bezug auf die hydro- 
dynamischen Egenschaften nachteilig aus. Bei- 
spieisweise kommt es zum Haftenbleiben von Luft- 
blasen in der Me/Jkammer, aufgrund deren die Glu- 
cosemessung erschwert ist und eine genaue Mes- 
sung nicht moglich ist. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine 
faseroptische Sensoranordnung zur Bestimmung 
eines Analyts vorzusehen, die vieiseitig einsetzbar, 
fQr Messungen in DurchflufimeCkammern hydrody- 
namisch gOnstig ist und insbesondere zur kontinu- 
ieriichen Giucosebestimmung geeignet ist. 

Diese Aufgabe ist erfindungsgemafl bei einer 
faseroptischen Sensoranordnung mit den Merkma- 
len des Anspruchs 1 gelQst. Vorteilhafte Weiterge- 
staltungen der erfindungsgemSBen fa seroptischen 
Sensoranordnung sind Gegenstand der Unteran- 
sprUche. 

Das Verhalten der erfindungsgema/ten faserop- 
tischen Sensoranordnung ist auflerordentlich gOn- 
stig. Die Ansprechzeit des Sensors bis zu einem 
stabilen Signal betrSgt etwa 1 bis 3 Minuten. Die 
Lebenszeit der Sensoren betrSgt Gber eine Woche, 
wobei nach einer Woche noch kein Signalabfall in 
bezug auf den anfanglichen Signaipegel gemessen 
wird. 

Eine erfindungsgemafte faseroptische Senso- 
ranordnung zur Bestimmung eines Analyts, insbe- 
sondere von Glucose, umfa!3t somit eine Lichtleite- 
ranordnung mit stirnseitig angeordnetem Sensor, 
wobei ais Lichtleiteranordnung eine lichtleitende 
Einzelfaser vorgesehen ist, auf dem vorderen Ende 
der lichtleitenden Einzelfaser eine Silikongummi- 
schicht mit darin gelostem Fluoreszenzindikator 
aufgebracht ist, die Siiikongummischlcht mit einem 
lichtabsorbierenden Stoff Gberzogen ist, darauf ein 
Enzym immobilisiert ist und eine Schutzmembran 
auf der Enzymschicht angeordnet ist 

Die erfindungsgemafie faseroptische Sensoran- 
ordnung umfa/Jt somit lediglich eine Einzelfaser, 
was sich auf die hydrodynamischen Eigenschaften 
der Sensoranordnung sehr vorteilhaft auswirkt. Eine 
erfindungsgemafle Faseranordnung zur Glucosebe- 
stimmung kann als miniaturisierter Glucoseblosen- 



sor direkt in LSsungen (z.B. Lebensmittel Oder in- 
vasiv im Blutstrom) Oder in festen Proben (Fleisch, 
Rsch etc.) sowie in Durchfluflme/Jkammem einge- 
setzt werden. 

5 Das MeBprinzip der erfindungsgema/ten faser- 
optischen Sensoranordnung basiert bei der Gluco- 
sebestimmung auf der fluorimetrischen Sauerstoff- 
bestimmung Gber die dynamische Fluoreszenzlo- 
schung eines Indikators durch Triplett-Sauerstoff. 

w Als Tragermaterial enthalt die Sensoranordnung 
eine Schicht Silikongummi, in dem ein Fluores- 
zenzindikator, der eine von der Sauerstoffkonzen- 
tration abhangige Fluoreszenz zeigt, gelost bzw. 
immobilisiert ist. Hierbei wird die Eigenschaft von 

75 Silikon ausgenutzt, dafl dieses eine hohe Permea- 
bilitat und Loslichkeit fQr Sauerstoff besitzt. Die 
Silikongummischicht ist mit einem lichtabsorbieren- 
dem Stoff Oberzogen, urn eine optische Isolierung 
des Sensors von der Umgebung zu erzielen und 

20 einen moglichen EinfluC einer Eigenfluoreszenz der 
ProbenflGssigkeit auszuschalten. Dieser Aufbau 
stellt somit einen Sauerstoffsensor dar. Eine weite- 
re Funktion des lichtabsorbierenden Stoffes besteht 
darin, dai3 er als Haftvermittler zwischen der Sili- 

25 kongummischicht und dem darauf immobilisierten 
Enzym bzw. Enzymgel dient. Das immobilisierte 
Enzym verbraucht wahrend einer katalysierten Re- 
aktion Sauerstoff. Beispielsweise wandelt die zur 
Glucosebestimmung verwendete Glucoseoxidase 

30 Glucose und Sauerstoff in Gluconolacton und Was- 
serstoffperoxid um. Die wahrenddessen erfolgende 
Abnahme der Sauerstoffkonzentration wird uber 
den Sauerstoffsensor gemessen. Die verbrauchte 
Sauerstoffmenge ist zur zu messenden Glucose- 

35 konzentration proportional. Auf der Enzymschicht 
ist schiiefllich eine Schutzmembran angeordnet, die 
die Enzymschicht gegen Einwirkungen durch die 
ProbenflGssigkeit schutzt. 

Es hat sich als zweckmaBig herausgestellt, die 

40 UmhUllung am vorderen Ende der Einzelfaser uber 
eine Lange von etwa 0,0 bis 1 ,0 mm, vorzugsweise 
0,5 bis 1,0 mm, zu entfernen. Auf diese Weise 
kann die aufzubringende Silikongummischicht si- 
cher mit der Einzelfaser verbunden werden und 

45 zugleich ist eine optische Isolierung der Einzelfaser 
gegen Umgebungslicht sichergestellt. Sehr vorteil- 
haft ist eine tropfenfSrmige Aufbrlngung der Siii- 
kongummischlcht auf dem Ende der Einzelfaser. 
Als Fluoreszenzindikator wird vorzugsweise De- 

50 kacyclen verwendet. Es kann jedoch jeder beliebi- 
ge Fiuoreszenzfarbstoff verwendet werden, der 
eine Anderung der Fiuoreszenzintensitat mit der 
Sauerstoffkonzentration zeigt. 

Bei einer bevorzugten AusfGhrungsform der er- 
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findungsgemaflen faseroptischen Sensoranordnung 
ist der lichtabsorbierende Stoff Aktivkohle. Es kon- 
nen jedoch auch andere Stoffe verwendet werden. 
die als Haftverm'rttler zwischen Enzym und Silikon- 
gummi. d.h. als Substrat zur Enzymimmobilisierung 
dienen. 

Bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Er- 
findung ist das Enzym Glucoseoxidase. Alternativ 
kann das Enzym beispielsweise eine der Oxidasen, 
Oxygenasen Oder Oxidoreductasen sein. Dies er- 
mSglicht die Bestimmung weiterer Analyte zusatz- 
lich zur Glucosebestimmung. 

Vorteilhaft wird das Enzym durch Quervemet- 
zen mit Glutardialdehyd immobilisiert. Es kSnnen 
jedoch auch andere Enzymimmobilisierungstechni- 
ken verwendet werden. 

Die Schutzmembran ist zweckma/Jig aus Cellu- 
loseacetat, das vorteilhaft durch Tauchen in eine 
Losung aufgebracht ist. Hierbei handelt es sich im 
Fall von Celluloseacetat urn Celluloseacetatlosung 
in Acetonitril. Entsprechend der Dicke der Schutz- 
membran kann die Sensorempfindlichkeit bzw, der 
analytische Bereich des Sensors eingestellt wer- 
den. 

Die Gesamtmeflvorrichtung gemafl der Erfin- 
dung ist auflerordentlich einfach. Die lichtleitende 
Einzelfaser wird vorteilhaft an ein herkommliches 
Fluorimeter angeschlossen, wobei ledlglich ansteile 
einer normalerweise eingesetzten KOvettenhalte- 
rung eine drehbare Splegelanordnung vorgesehen 
ist, so dafl Ucht aus einer Lichtquelle durch ein 
erstes Linsensystem Uber die drehbare Spiegelan- 
ordnung in die lichtleitende Faser eingekoppelt 
wird. Die lichtleitende Faser ist auflerdem Uber ein 
zweites Linsensystem mit einem Detektor des 
Fluorimeters verbunden. 

Die Erfindung wird im folgenden weiter anhand 
bevorzugter AusfOhrungsbeispiele und der Zeich- 
nung beschrieben. In der Zeichnung zeigen: 

Rg. 1 eine Querschnittsansicht einer lichtleiten- 

den Einzelfaser mit stirnseitig angeordnetem 

Sensor, 

Rg. 2 eine schematische Anordnung des Ge- 
samtaufbaus einer faseroptischen Sensoranord- 
nung gekoppelt mit einem herkommlichen Fluo- 
rimeter, 

Fig. 3a ein Beispiel fUr eine Sensoranordnung 
zur statischen Messung in Losungen, 
Fig. 3b ein Beispiel einer in eine Durchfluflmefl- 
kammer eingebauten Sensoranordnung, 
Rg. 4 eine Kalibrationskurve einer Sensoranord- 
nung zur statischen Messung, 
Rg. 5 eine Kalibrationskurve einer Sensoranord- 
nung zur Messung in einer Durchfluflmeflkam- 
mer, 

Rg. 6a und 6b eine Draufsicht und eine Quer- 
schnittsansicht einer Vonichtung zur Kopplung 
einer lichtleitenden Einzelfaser an ein herkomm- 



liches Fluorimeter. 

In Rg. 1 ist eine Querschnittsansicht einer er- 
findungsgemaflen faseroptischen Sensoranordnung 
zur Bestimmung von Glucose dargestellt. Das vor- 

5 dere Ende einer lichtleitenden Einzelfaser 2 ist 
nackt, d.h. die UmhGllung 4 der Einzelfaser ist in 
einer Lange von etwa 0,5 bis 1,0 mm entfernt. In 
diesem Bereich ist eine Silikongummischicht 6 mit 
darin ge diesem Bereich ist eine Silikongummi- 

70 schlcht 6 mit darin gelostem Dekacyclen als Fluo- 
reszenzindikator tropfenformig aufgebracht. Die Si- 
likongummischicht ist mit Aktivkohle 8 als lichtab- 
sorbierendem Stoff uberzogen. Auf der Aktivkohle 
ist eine Schicht des Enzyms Glucoseoxidase 10 

75 durch Quervernetzen mit Glutardialdehyd immobili- 
siert. Auf die Enzymschicht ist eine Schutzmem- 
bran 12 aus Celluloseacetat durch Tauchen in eine 
Celluloseacetatlosung in Acetonitril aufgebracht. 
Rg. 2 zeigt die Kopplung der erfindungsgemS- 

20 flen Sensoranordnung mit einem herk5mmlichen 
Fluorimeter. Vor einer Lichtquelle 20 sind ein Anre- 
gegungslichtmonochromator 22 und ein erstes Lin- 
sensystem 24 angeordnet. Ein Spiegel 26 ist so 
angeordnet, dafi er durch das erste Linsensystem 

25 hindurchtretendes Ucht in die lichtleitende Einzelfa- 
ser 2 reflektiert, das am vorderen Ende der Einzel- 
faser in den Glucosebiosensor 6-12 eintritt. 

Am anderen Ende der lichtleitenden Einzelfaser 
befinden sich ein zweites Linsensystem 28 sowie 

30 ein Ruoreszenzlichtmonochromator 30. Das aus 
der lichtleitenden Einzelfaser tretende fokussierte 
und gefilterte Licht tritt dann in einen Photomulti- 
plier 32 ein, dessen elektrisches Ausgangssignal 
einer Auswerteeinheit zugefUhrt werden kann. 

35 In Rg. 3a ist eine erfindungsgema/Je Sensoran- 
ordnung zur statischen Messung in Losungen 
schematisch dargestellt. Eine lichtleitende Einzelfa- 
ser 2 ist mit ihrem vorderen Ende bzw. dem Gluco- 
sesensor 6-12 in eine in einem Behalter 40 enthal- 

40 tene Losung 42 eingetaucht, deren Glucosegehalt 
bestimmt werden soli. 

In Rg. 3b ist schematisch eine in einer Durch- 
flu/Jme0kammer eingebaute erfindungsgemafle fa- 
seroptische Sensoranordnung dargestellt. Eine 

45 lichtleitende Einzelfaser 2 erstreckt sich durch die 
Wand einer DurchfluBmeflkammer 50 zu einer Lei- 
tung 52, die in Rg. 3b von oben nach unten von 
einer zu untersuchenden FlUssigkeit durchstrdmt 
wird. 

so In Rg. 4 ist eine Kalibrationskurve eines Gluco- 
sesensors fOr eine statische MeBanordnung, z.B. 
die in Rg. 3a veranschaulichte MeBanordnung, dar- 
gestellt. Das Photomultiplier-Ausgangssignal 
(Fluoreszenz) ist gegen die GLucosekonzentration 

55 aufgetragen. Der analytischs Bereich der Senso- 
ranordnung betrSgt bei dieser statischen Anord- 
nung 1 bis 10 mM Glucose. 

Bei der in einer Durchflu/tenordnung dargestell- 
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ten Kalibrationskurve von Rg. 5 ist der analytische 
Bereich 0,05 bis 1,5 mM. Durch groBere Dicke der 
Schutzmembran konnen jedoch hohere Glucose- 
konzentrationen gemessen werden. 

In Rg. 6a und Fig. 6b ist schematised der 
Aufbau einer Vorrichtung zur Kopplung einer licht- 
leitenden Einzeifaser an ein herkommliches Fluori- 
meter veranschaulicht Soweit die Teile dieselben 
wie bei der Darstellung von Rg. 2 sind, sind sie mit 
denselben Bezugszeichen versehen und werden 
nicht erneut beschrieben. In diesem Fall ist der 
Spiegel 26 ein aufgeklebtes StGck Aluminiumfolie, 
die leicht parabolisch geformt ist. Der Spiegel 26 
und das Ende der lichtleitenden Einzeifaser 2 sind 
in einem Block 60 aus Piexiglas angeordnet. Mit- 
tels einer Schraube 62 ist der Block 60 drehbar mit 
dem Innenraum des Fluorimeters verbunden. Her- 
kSmmlich befande sich an dieser Stella eine KU- 
vettenhalterung. 



AnsprUche 

1. Faseroptische Sensoranordnung zur Bestim- 
mung eines Analyts, insbesondere von Glucose, 
umfassend eine Uchtleiteranordnung mit stimseitig 
angeordnetem Sensor, dadurch gekennzeichnet, 
daB 

- als Uchtleiteranordnung eine lichtleitende Einzei- 
faser (2) vorgesehen ist, 

- auf dem vorderen Ende der lichtleitenden Einzei- 
faser (2) eine Silikongummischicht (6) mit darin 
gelostem Ruoreszenzindikator aufgebracht ist, 

- die Silikongummischicht (6) mit einem lichtabsor- 
bierenden Stoff (8) Oberzogen ist, 

- darauf ein Enzym (10) immobilisiert ist und 

- eine Schutzmembran (12) auf der Enzymschicht 
(10) angeordnet ist. 

2. Faseroptische Sensoranordnung nach Anspruch 

1, dadurch gekennzeichnet, daB am vorderen 
Ende der lichtleitenden Einzeifaser (2) die Umhul- 
lung (4) entfernt ist 

3. Faseroptische Sensoranordnung nach Anspruch 

2, dadurch gekennzeichnet, daB die Umhtillung 
(4) am vorderen Ende der Einzeifaser (2) Ober eine 
Lange von etwa 0,0 bis 1 ,0 mm, insbesondere 0,5 
bisl.O mm entfernt ist. 

4. Faseroptische Sensoranordnung nach einem der 
AnsprUche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Silikongummischicht (6) mit dem Ruoreszenz- 
indikator tropfenformig aufgebracht ist 

5. Faseroptische Sensoranordnung nach einem der 
Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB 
der Fluoreszenzindikator Dekacyclen ist 

6. Faseroptische Sensoranordnung nach einem der 
AnsprUche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
der lichtabsorbierende Stoff (8) Aktivkohle ist. 

7. Faseroptische Sensoranordnung nach einem der 



AnsprOche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Enzym (10) Glucoseoxidase ist. 

8. Faseroptische Sensoranordnung nach einem der 
AnsprOche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB 

5 das Enzym eine der Oxidasen, Oxygenasen oder 
Oxidoreductasen ist. 

9. Faseroptische Sensoranordnung nach einem der 
AnsprUche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Enzym (10) durch Quervernetzen mit Glutar- 

10 dialdehyd immobilisiert ist. 

10. Faseroptische Sensoranordnung nach einem 
der AnsprUche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Schutzmembran (12) aus Celluloseacetat 
ist 

is 11, Faseroptische Sensoranordnung nach einem 
der AnsprUche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Schutzmembran (12) durch Tauchen in 
eine Losung aufgebracht ist. 

12. Faseroptische Sensoranordnung nach Anspruch 
20 9 und 11, dadurch gekennzeichnet, daB die 

Schutzmembran (12) durch Tauchen in eine Cellu- 
loseacetatlosung in Acetonitril aufgebracht ist. 

13. Faseroptische Sensoranordnung nach einem 
der AnsprUche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, 

25 daB die Sensorempfindlichkeit mittels der Dicke der 
Schutzmembran (1 2) einstellbar ist. 

14. Faseroptische Sensoranordnung nach einem 
der Anspruche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, 
daB die lichtleitende Faser (2) Uber eine drehbare 

30 Spiegelanordnung (26) mit einer Lichtquelle (20) 
und einem ersten Linsensystem (24) verbunden ist 
und Uber ein zweites Linsensystem (28) mit einem 
Detektor (32) verbunden ist. 

35 
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